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梯度溶度作用 Huh7.5.1 肝癌细胞，诱导耐药细胞株 Huh7.5.1/ADM 的形成，通
过检测比较 Huh7.5.1/ADM 与 Huh7.5.1 细胞之间表面标记物 CD133+的表达差异
















传导蛋白 Smad3 作用，SIS3 靶向此位点具有逆转肝癌干细胞的作用。 
















Cancer stem cells(CSCs) are a small subset of cancer cells，which are thought to 
be responsible for chemotherapy failure, tumor relapse and metastasis. CD133+ is 
reported as a CSC marker in Hepatocellular carcinoma (HCC). Some studies suggest 
that CSCs could be enriched by chemotherapy. However, the mechanism of 
chemotherapy regulating CSCs remains unclear. Therefore , we investigated whether 
drug treatment could enrich CSCs in HCC cells and the molecular mechanism of 
chemotherapy regulating the expression of CSCs markers. Huh7.5.1/ADM cells was 
developed by a long-term continuous treatment of Huh7.5.1 Cells with 
Adriamycin(ADM ) in stepwise increments of concentration for 12 months. 
Huh7.5.1/ADM cells revealed a greater drug reisistance and a higher expression of 
CSC marker, CD133+, than the parental huh7.5.1 cells. In addition, the 
Huh7.5.1/ADM cells were found of enhanced CSCs capacities with a higher potential 
of colony formation, anti-apoptosis and increased the expression of stem 
cell-associated genes analyzed by qRT-PCR. This Adriamycin-induced enrichment of 
CD133+ cells was mediated through activating of Smad3 as judged by increased 
levels of pSmad3. Treatment with specific smad3 inhibitor, sis3, obviously reduced 
the Adriamycin-induced enrichment of CD133+ cells and increased the sensitivity to 
drug resistance as well as reduced the CSCs capacities in vitro and tumorigenicity in 
vivo. Together, our study suggest that Adriamycin chemotherapy can efficiently 
enriched stem cell marker CD133+ cells in HCC through activation of  Smad3 
pathway and this may offer a potential target for CSCs to develop more effective 
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胞高出至少 50 倍，并且能够在实验小鼠体内连续传代[22]； CD133+是脑癌干细
胞的特异性标记物 [23]；CD44+是头颈部细胞癌干细胞的特异性标记物；
CD44+/CD24+/ESA+是胰腺癌干细胞的特异性标记物[24]。CD44 + /α2β1hi /CD133 
+表型的细胞是前列腺癌的特异性标记物[25]； CD105 + 是肾癌干细胞的特异性
标记物，CD105 +肾癌细胞群可以表达 nestin、Nanog 和 Oct-4 干细胞标记物，
而不表达已分化的上皮细胞标记物[26]； CD133 + ABCG2 +是恶性黑色素瘤干细







carcinoma, HCC), HCC 有很高的致死率，死亡率在癌症相关疾病世界排名率第三，
发病率在世界范围内，男性排第五，女性排第七[31, 32]。发展速度快，恶性程度
高，极易转移及复发，由其是肝硬化基础上发展成为肝癌的患者，预后极差[33]。



































1.4 CD133 和肝癌干细胞 
20 世纪 90 年代末，CD133 引起了人们的关注。最初 CD133 在人胎肝、骨
髓、脐血以及外周血 CD34 细胞中[44]。近年来，在肿瘤干细胞表面标记物中研究





CD133 和 Promin 具有相似的膜表面糖蛋白抗原，分别位于人和鼠干细胞表
面，CD133 分子最先是 Yin 等人通过人工 AC133 单克隆抗体从 CD34bright 造血
干细胞中分离出来[45]。人 CD133 基因位于 4 号染色体上，大约 152kb，包含了
37 个外显子[46, 47]。CD133 蛋白是细胞膜蛋白超家族的成员,为 5 次跨膜糖蛋白，
含有 865 个氨基酸，分子量大小约为 120kDa，5 次跨膜将整段肽链划分成胞内
和胞外各两个区域，其中胞内环富含半胱氨酸残基。5 次跨膜中，前 4 次跨膜区
域均含有半胱氨酸残基，而最后一个则含有赖氨酸残基，其中所有的 C 端尾部























所开发。因此，研究 CD133 有望改进肿瘤的靶向治疗研究。 
2006 年，研究者 Suetsugu 等人首次从肝癌细胞 Huh7 中，通过流式细胞仪
分析出 CD133 分子并分离出表达 CD133+分子表型的细胞，并认为可以将 CD133
作为肝癌干细胞的表面标记物[53]。随着该研究的发现，我国研究者 Yin 和 Ma 等
人随后也证明了 CD133 是肝癌肝细胞的标记物[54, 55]。 
如上所述，肝癌干细胞的存在是肝癌后期化疗失败发生转移复发的原因，而
CD133 是肝癌干细胞的特异性表面标记物，同时，研究证实 CD133 与化疗药物
耐受有关，因此，通过化疗药物作用构建耐药细胞株，并观察其富集 CD133 肝
癌干细胞，对于肝癌的靶向治疗和探索其信号通路机制至关重要。已有研究报道，
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方面起到了重要的作用。Wnt 属于分泌性糖蛋白，具有自分泌和旁分泌两种作





WIF-1、sFRP 和 Dickkopf 基因的表达从而阻断该通路[60]；运用基因转染关闭通




Sonichedgehog (SHH)、Indian hedgehog (IHH)和 Desert hedgehog (DHH)。其中，
SHH 是研究最多的基因[62]。Hedgehog 信号通路与多种肿瘤的发生和相应的肿瘤
干细胞调控密切联系，如乳腺癌、胰腺癌、胶质母细胞瘤、慢性髓样白血病等，
通过抑制这些细胞的 Hedgehog 通路活性可以明显降低细胞的致瘤能力[63, 64]。 
Notch 通路是研究较多的与肿瘤发生发展相关的另一信号通路，其与维持细
胞增殖、分化、凋亡三者之间的平衡密切相关[65]。Notch 信号通路主要分为 CSL 
依赖和 CSL 非依赖两种。研究最多的为经典的 CSL 依赖通路。Notch 信号通
路的改变在多种恶性肿瘤病变中发挥着重要的作用。急性 T 淋巴母细胞白血病
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结肠、肝和胰腺等肿瘤[73, 74]。TGF-β 信号通路分为不包含 Smad 的非经典途径和
经典的 Smad 途径两种。其中，TGF-β/Smad 信号通路在肿瘤发生机制中起着重
要的作用。Smad 蛋白是 TGF-β 下游的受体激酶，在 TGF-β 信号通路中起着必不
可少的介导作用，扮演着 TGF-β 信号通路中枢的“变换器”。首先，TGF-β 与
TGF-β II 型受体（TGF-β RII）结合，激活募集 TGF-β I 型受体（TGF-β RI），形
成二聚体形式受体复合物。TGF-β RII 可以磷酸化 TGF-β RI 的甘氨酸-丝氨酸区
域，进而活化 TGF-β RI 的丝氨酸-苏氨酸活性。最后，活化的 TGF-β RI 可以磷
酸化 Smad 蛋白。Smad 蛋白分为受体激活的 Smad（R-Smad），通用型 Smad
（Co-Smad）和抑制型 Smad（I-Smad ）3 个亚族，至少包括 9 种 Smad 蛋白[75]。
其中，R-Smad 包括 Smad1、2、3、5、8，R-Smad 蛋白磷酸化后与 Smad4 结合，
形成二聚体复合物进入细胞核发挥作用。值得一提的是，R-Smad 与信号通路存
在特异相关，如 Smad2 和 Smad3 介导 TGF-β 信号，而 Smad1、Smad5 和 Smad8
则介导 BMP 信号。而 Co－Smad 目前仅发现 Smad4，它能与所有 R-Smad 结合
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